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摘 要 
目的: 通过RNA干扰技术，靶向沉默人多发性骨髓瘤RPMI8226细胞Notch1




方法: 构建靶向沉默 Notch1 基因的 shRNA 表达载体 pGshRNA-Notch1，转
染入人多发性骨髓瘤 RPMI8226 细胞，G418 筛选稳定转染细胞。实时荧光定量
PCR 及 Western blot 法检测转染后 Notch1 mRNA 和蛋白表达的变化。CCK-8 法、
流式细胞仪检测瘤细胞体外增殖、凋亡的变化。建立 NOD/SCID 小鼠多发性骨
髓瘤模型，通过观察成瘤时间、大小以及 ELISA 法检测血清中分泌 IL-6、VEGF
水平以研究 Notch1 基因沉默对致瘤性的影响。运用 Western blot 法检测 Notch1
信号通路相关蛋白 Hes-1、Jegged-1、Jegged-2、Bcl-2、PTEN、AKT、p-AKT 的
表达情况。 




结果显示 Notch1 沉默细胞皮下成瘤体积小，血清中分泌 IL-6 和 VEGF 较阴性对
照组减少（P<0.05）。实验组 Jegged-1、Jegged-2 和 AKT 蛋白表达水平与对照组
相比无明显变化，而下游蛋白 Hes-1、Bcl-2、p-AKT 明显下调，PTEN 明显上调。 
结论：1. 沉默 Notch1 基因可抑制骨髓瘤 RPMI8226 细胞体内外增殖，促进
细胞凋亡，明显减低骨髓瘤细胞的致瘤性；2. 作用机制可能与下调下游蛋白
Hes-1 表达以调节 PI3K/AKT 信号通路以及瘤细胞分泌 IL-6 和 VEGF 的能力减低
有关；3 . Notch 信号通路可能作为新的治疗骨髓瘤的靶点。 















Objective: To illustrate the mechanisms of Notch1 gene silence on cell 
proliferation, apoptosis and PTEN/PI3K/AKT signaling pathway of multiple myeloma 
RPMI8226 cells, and therefore provide the evidences for novel targeted therapeutic 
strategy for MM. 
Materials and Methods: Notch1 short hairpin RNA(Notch1-shRNA) was 
transfected into RPMI 8226 cells and selected by G418. Real-time quantitative PCR 
and Western blot were used to analyze the silencing efficiency. In vitro, the cell 
proliferation activities were detected by CCK-8, and apoptosis were assayed by flow 
cytometry. The xenograft model of NOD/SCID mouse was used to detect the impact 
in vivo and IL-6, VEGF in blood serum of mice were observed by ELISA. The 
expression levels of Hes-1、Jegged-1、Jegged-2、Bcl-2、PTEN、AKT、p-AKT were 
determined by Western blot. 
Results: Real-time quantitative PCR and Western bolt showed that Notch-1 
mRNA and protein expression in Notch1-shRNA transfected cells have been 
effectively inhibited. Silencing Notch1 gene of human MM RPMI8226 cell line 
decreased cell proliferation and promoted apoptosis in vitro. In the xenograft 
experiment, the model of Notch1 silenced RPMI8226 cell was inhibited in the growth 
of tumor and secretion of IL-6, VEGF in blood serum. The protein levels of Hes-1, 
AKT，p-AKT and Bcl-2 were down-regulated, but the one of PTEN was up-regulated. 
Conclusion: 1. Silencing of Notch1 gene by shRNA interference of RPMI 8226 
cell line can decrease cell proliferation in vitro and in vivo, induced cell apoptosis，
and significantly reduce oncogenicity. 
 2. The effects on Notch1 gene silencing may be related to Hes-1/PI3K/AKT 
pathway and secretion of IL-6 and VEGF. 
 3. Notch signaling is a potential target for multiple myeloma therapeutics. 
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英文缩略词表 LIST OF ABBREVIATION 
缩略词 英文全称 中文注释 
MM Multiple Myeloma 多发性骨髓瘤 
RNAi RNA interference RNA 干扰 
shRNA RNA-Short hairpin RNA 短发卡 RNA 
PCR polymerase chain reaction 聚合酶链反应 
RT-PCR          reverse transcription PCR 逆转录 PCR 
RNA ribonucleic acid 核糖核酸 
mRNA messenger RNA 信使 RNA 
DNA              deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸  
cDNA complementary deoxyribonucleic acid 互补 DNA 
PI propidium Iodide 碘化丙啶 
PBS phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 










AP ammonium persulfate 过硫酸铵 
LB luria-Bertani medium LB 培养基 
ECL enhanced chemiluminescence   免疫印迹化学发光 
HRP horseradish peroxidase   辣根过氧化物酶 
FBS fetal bovine serum 胎牛血清 
SDS sodium lauryl sarcosinate 十二烷基硫酸钠 
TBS Tris buffered saline Tris 缓冲液 
TBST   Tris-Buffered Saline Tween-20 Tris-tween20 缓冲液 
PMSF phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
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第一章  绪 论 
1. 骨髓瘤的概况和治疗现状 
    多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种起源于骨髓浆细胞的恶性增




















MM 病因不明，目前知道其发生与细胞因子 IL-6 有关，与癌基因异常的甲



















胰岛素样生长因子 I (IGF-I)受体抑制剂、c-Met 酪氨酸激酶抑制剂及单克隆抗体（抗
CD20、IL-6、CS1、VEGF）等已逐步开始用于临床试验[3]，Notch 信号通路、丙酮
酸脱氢酶（PDK1）、TGF-β、Hh 信号通路等亦成为 MM 治疗的研究新靶点[4-6]。 




号通路由 Notch 受体、Notch 配体和 DNA 结合蛋白组成。在哺乳动物中，Notch
受体有 4 种：Notch1-4，Notch 配体有 5 种：Delta-like-1，Delta-like-3,Delta-like-
4,Jagged-1 和 Jagged-2。Notch 受体和配体都是Ⅰ型跨膜糖蛋白，Notch 编码一条
分子量约 300kD 的单链跨膜受体蛋白，主要包括胞外区、跨膜区和胞内区。受
体胞外段为数量可变的 EGF 样重复序列和 3 个 LNR（Lin/Notch repeats），胞内
区为 RAM 结构域（CBF1/RBPJK 主要结合部位）、6 个 cdc10/ankyrin 重复序列、
2 个核定位信号和 PEST 结构域（与 Notch 降解有关）。Notch 受体蛋白合成后，
在高尔基体被 Furin 首次切割为 2 个片段，在细胞膜形成异二聚体。经典的 Not
ch 信号通路即 CLS 依赖途径，Notch 通路未被激活时，可特异性招募 SMRT、S
KIP、Ⅰ/Ⅱ型组蛋白去乙酰化酶等蛋白形成共抑制复合物，抑制下游基因的转录。
当 Notch 信号通路被激活，即 Notch 配体与受体胞外区结合后，受体先后经过 A
DAM 家族的蛋白酶肿瘤坏死因子 α 转化酶（TACE，TNF-α-converting enzyme）
作用的膜外 S2 切割和 γ-分泌酶复合体（γ-secretase complex）作用的膜内 S3 切
割，之后受体胞内区 NICD 释放。NICD 进入细胞核后，通过 RAM 区与转录因
子 CLS（CBF-1/Suppressor of hairless/Lag）结合，取代 Su（H）募集的协同抑
制分子 SMRT 及其相关的组蛋白去乙基化酶 HDAC，进而激活 CBF1、Su（H）、
Lag-1 等转录因子的转录，并募集 GCN5、MAML I 等协同活化分子，形成三元
络合转录激活物后编码碱性螺旋-环-螺旋（bHLH，basic helix-loop-helix）家族
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的 Notch1、Notch2 可通过上调 p21cip1、p27kip1，导致细胞周期停滞[26]。Jonusiene[25]
等用定量 PCR 的方法分析了 50 对子宫内膜癌及癌旁组织的 Notch 受体
（Notch1-4）、配体（Jagged1-2，DLL1）及下游靶基因 Hes1，发现子宫内膜癌组
织 mRNA 的表达量均低于癌旁组织，且 Notch1、Notch3 和 DLL1 在ⅠB 期子宫
内膜癌组织中的表达量明显低于ⅠA期，说明 Notch 信号通路可阻碍子宫内膜癌
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在血液系统肿瘤中也发现 Notch 受体、配体及下游基因的异常表达且主要发
挥癌基因的作用。最早于 1991 年发现 T-ALL 患者的 t(7;9)(q34;q34.3)染色体异位，
染色体易位使 9 号染色体上 Notch1 基因的胞内段编码区与 7 号染色体上 T 细胞
受体(T cell receptor，TCR) β 基因的增强子和启动子区融合，导致 Notch 信号组
成性激活，胞内区产生了活化的 Notch1 片段[29]，虽然在 T-ALL 患者中这种染色
体易位很少见（<1%），但约 56%出现 Notch1 的突变激活[30,31]。其他如急性髓性
白血病（AML）、霍期金淋巴瘤、非霍期金淋巴瘤、慢性淋巴细胞白血病（CLL）
亦发现 Notch 表达上调[32-34]。Notch1 突变已证实为慢性淋巴细胞白血病预后的独
立影响因素，可缩短治疗后无病生存期，高风险向 Richter 转变，预后较差[35]。
Skrtić 等对 80 例初诊患者骨髓活检标本进行免疫组化染色，Notch1 及 Jagged1
的阳性率分别为 92.31%和 92.21%，但二者的表达虽较非骨髓瘤来源标本高，但
与患者的总体生存率无关[36]。Houde 等[37]采用 RT-PCR 方法从基因水平检测 4 种
骨髓瘤细胞株 K620、KMSM1、KMSM2 和 RPMI8266 均高表达 Jagged2 mRNA，
而正常浆细胞 PC 和 MUTZ 几乎无法检测到 Jagged2 表达。进一步使用 Western 
blot 方法从蛋白水平检测 Notch1-4，Jagged1、Jagged2 表达，结果发现四种多种
骨髓瘤细胞株 Notch1、Notch3、Notch4、Jagged2 均可检测到，但 Notch2 及 Jagged1
只在 RPMI8226 细胞中有明显表达。Notch 受体与配体结合可诱导骨髓基质细胞
分泌白细胞介素-6（IL-6）、血管内皮生长因子（VEGF）和胰岛素样生长因子-1
（IGF-1）。Yulia Nefedova 等[38]研究表明 γ-分泌酶抑制剂（GSI）可通过抑制 Notch
信号系统以促进 MM 细胞凋亡和提高化疗敏感性。 
磷酸肌醇-3-激酶/蛋白激酶 B（phosphoinositide-3-kinese/protein kinase B, 
PI3K/AKT）信号通路是一条经典的信号途径，发挥着促进细胞生长、抑制凋亡
的作用，与肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移，肿瘤血管的生成以及肿瘤的化疗耐药
有密切关系。AKT，又称蛋白激酶 B（protein kinase B,PKB），是一种丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶，是 PI3K 信号通路中最为重要的下游靶点基因。哺乳动物中存在 3 
种 AKT 家族成员：AKT1（PKBα）、AKT2(PKB2β)及 AKT3(PKB3γ)，分别位于
染色体 14q32，19q13，1q44。AKT 的三个亚型在氨基酸序列上有 80%以上的
同源性且结构相似，均有三个不同的功能区域组成，包括一个氨基末端 PH 结
构域（plecstrin homology domain，PH）、激酶催化区（T308/AKT1）和一个羧基
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信号通路中处于中心位置，PI3K/AKT 信号通路要发挥其调节生命活动的作用，
依赖于 AKT 的激活。PI3K 激活后产生第二信使 PIP3 与 AKT 的 PH 区结合，
诱导无活性的 AKT 从细胞质转位到细胞膜且构象发生改变，暴露出 Ser473 和 
Thr308 磷酸化位点。AKT 的激活需要 Ser473 和 Thr308 同时发生磷酸化，即受
到双重调控，AKT 完全活化后引起下游底物的磷酸化级联反应，从而发挥促进
肿瘤细胞的生长、增殖，侵袭、转移，促进血管生成，抑制细胞凋亡等功能[39-41]。




通过多种信号途径实现负调控作用，在 PI3K/AKT 信号通路中，PTEN 可使 PIP3
脱磷酸化转化成为 PIP2，第二信使 PIP3 的减少使得 PI3K/AKT 信号通路下游底
物的相应反应受到抑制，从而影响下游信号分子的变化，抑制肿瘤细胞增殖、促
进凋亡[42-44]。Notch1 信号通路与 PI3K/AKT 信号通路存在相互作用关系，如在干
细胞的分化中两者有协同作用。但 Notch1 信号通路激活后并不直接作用于 PI3K
或者 AKT，而是通过下游靶基因 Hes-1 表达的蛋白作用于抑癌基因 PTEN，使
PTEN 基因表达受到抑制，降低其负调控作用，间接通过 PI3K/AKT 信号通路促
进肿瘤细胞生长，抑制凋亡或产生耐药[45-48]。 
4. RNA 干扰技术的应用研究 




胞中导入与内源性 mRNA 编码区同源的双链 RNA 时，该 mRNA 发生降解而导
致基因表达沉默[49]。这主要发生于转录后的基因水平,所以又称为转录后基因沉
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但其转染入细胞后易降解，无法实现稳定的基因沉默效果。另一种常用的为
shRNA （RNA-Short hairpin RNA）即短发夹 RNA，是设计为能够形成发夹结构
的非编码小 RNA 分子，包括两个短反向重复序列，中间由一茎环（loop）序列




国内外关于 Notch 研究结果显示 Notch 信号在多种肿瘤包括骨髓瘤中异常活
化，是刺激瘤细胞增殖的主要原因，抑制 Notch 信号能够抑制瘤细胞增殖，促进
细胞凋亡，以 Notch 信号为靶点成为潜在的新的骨髓瘤治疗途径。本课题组前期
实验结果显示 Notch 信号抑制剂 PHI 和 GSI 均能抑制体外培养的骨髓瘤细胞株
RPMI8226 细胞增殖，诱导细胞凋亡，并使细胞阻滞于 sub-G1 期，这种增殖抑
制作用在一定范围内具有时间-剂量依赖性，Notch 信号可能作为新的治疗骨髓瘤
的靶点。但是抑制 Notch 信号通路对 MM 细胞的作用机制及对体内致瘤性的影
响尚待进一步探讨。 
本研究拟从基因水平验证 Notch 信号作为 MM 靶向治疗位点的可行性。将
靶向 Notch1 的 shRNA 表达载体转染入人多发性骨髓瘤 RPMI8226 细胞，筛选获
得 Notch1 基因稳定沉默的细胞，研究其体外增殖、凋亡以及体内致瘤性的变化，
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